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Los Hidrocarburos de Petróleo son una mezcla de productos químicos 
compuestos principalmente de hidrógeno y carbono, llamados hidrocarburos que 
suponen entre el 50% y el 98% de la composición, su origen es el petróleo crudo.  
Debido a que hay muchos productos químicos diferentes en el petróleo crudo y en 
otros productos derivados del petróleo, no es práctico medir cada uno en forma 
separada. Sin embargo, es útil medir la cantidad total de hidrocarburos en un sitio, 
es por ello la importancia del desarrollo de métodos que permitan determinar estos 
productos.  
 
Teniendo en cuenta que el Laboratorio de Química Ambiental desarrolla 
actividades de investigación, docencia y prestación de servicios en materia 
ambiental y que se encuentra acreditado por el Instituto de Hidrología 
Meteorología y Estudios Ambientales (IDEAM) bajo la norma NTC/ISO/IEC 
17025:2005, es necesario implementar métodos analíticos que aseguren su 
competencia técnica, a través del mantenimiento y mejora de su sistema de 
calidad para incluir dentro del alcance de la acreditación el ensayo de la 
determinación de Hidrocarburos Totales de Petróleo, validando esta técnica se 
establece evidencia documental para el LQA, de que los procedimientos analíticos 
desarrollados arrojaron resultados precisos y exactos dentro de los parámetros de 
calidad establecido A su vez se realiza la estimación de la incertidumbre  de la 
medición con trazabilidad asociada al Sistema Internacional. 
 
PALABRAS CLAVE: Hidrocarburos Totales de Petróleo, incertidumbre, sistema 






 Petroleum hydrocarbons are a mix of chemicals consisting primarily of hydrogen 
and carbon, called hydrocarbons comprise between 50% and 98% of the 
composition, its origin is crude oil. 
Because there are many different chemicals in crude oil and other petroleum 
products, it is not practical to measure each one separately. However, it is useful to 
measure the total quantity of oil at a site, which is why the importance of 
developing methods to determine these products. 
 
Given that the Environmental Chemistry Laboratory develops research, teaching 
and services in environmental and is accredited by the Institute of Hydrology, 
Meteorology and Environmental Studies (IDEAM) under the NTC / ISO / IEC 
17025:2005 , analytical methods need to be implemented to ensure their technical 
competence through the maintenance and improvement of its quality system to 
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include within the scope of accreditation testing the determination of Total 
Petroleum Hydrocarbons, validating this technique provides documentary evidence 
the LQA that developed analytical procedures yielded precise and accurate results 
within established quality parameters in turn are used to estimate the 
measurement uncertainty associated with traceability to the International System. 
 
KEYWORDS: Total Petroleum Hydrocarbons, uncertainty, quality management 











































Los Hidrocarburos son una de las principales fuentes de contaminación del agua 
se produce ya sea por liberación intencional o accidental en el desarrollo de 
actividades que involucran transporte, explotación, industria, comercio o 
terrorismo. Convirtiéndose en una fuente de deterioro para el ecosistema ya que 
afecta en forma directa, el agua, el aire, el suelo, la fauna, la flora y por supuesto 
al hombre. 
 
Por lo anterior las autoridades competentes exigen a través de la resolución 3930 
de 2010 el manejo y control de derrames de hidrocarburos a los usuarios 
relacionados con el uso de estas sustancias en el desarrollo de sus actividades 
industriales y/o comerciales. Para lo cual deberán hacer análisis periódicos de las 
aguas residuales por medio de un laboratorio de ensayo acreditado ante el 
organismo de control competente. 
 
El laboratorio de Química Ambiental, Facultad de Ciencias Ambientales de la 
Universidad Tecnológica de Pereira es uno de los laboratorios de ensayo de la  
región que ofrece soporte técnico y logístico en química analítica ambiental a la 
comunidad en general empleando técnicas analíticas que cumplen las exigencias 
de un sistema de gestión de calidad basado en la NTC-ISO/IEC 17025:2005. Los 
análisis que se realizan están enfocados a la caracterización de aguas residuales, 
superficiales y subterráneas. 
 
Como su finalidad es producir información (datos) relevantes y confiables para la 
toma de decisiones. Estos datos deben ser obtenidos con técnicas analíticas 
confiables, precisas y adecuadas para su fin. Por ello es necesario que el 
laboratorio a través de  la validación de métodos confirme que se cumple los 
requisitos para el uso específico de un método que posteriormente debe ser 
auditado por el IDEAM organismo de control encargado de la acreditación de los 
laboratorios de ensayo. 
 
El presente trabajo tiene como propósito el desarrollo, estandarización y validación 
del método analítico para determinar HTP en aguas residuales mediante el 
método de extracción soxleth 5520F. Adicionalmente se verifica la trazabilidad y 
se realiza la estimación de la incertidumbre en las medidas y resultados obtenidos 










1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
Dado que el Laboratorio de Química Ambiental, de la Facultad de Ciencias 
Ambientales, de la Universidad Tecnológica de Pereira, ofrece a la comunidad en 
general el análisis de aguas residuales, y que la norma nacional NTC-ISO/IEC 
17025 de 2005, y el Decreto 3930 de 2010  del Ministerio de Ambiente, Vivienda y 
Desarrollo Territorial exigen el monitoreo de parámetros específicos a las 
empresas, que efectúen vertimientos líquidos a sistemas de alcantarillado público 
y a cuerpos de aguas continentales;  se ve la necesidad de incluir dentro de su 
alcance el ensayo de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP), requiriendo de 
esta manera la estandarización y validación de una técnica nueva para el 
laboratorio.  
 
Así mismo, el Laboratorio de Química Ambiental tiene implementado un Sistema 
de Gestión de Calidad bajo la norma NTC-ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos 
Generales Para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de Calibración”, 
teniendo como objetivo prestar servicios con criterios de calidad, lo cual se 
evidencia a través de la generación de datos confiables, apoyándose en el uso de 































En la actividad petrolera, el manejo diario de hidrocarburos, en algunos casos 
conlleva a la contaminación del agua cuando tanques de reserva, oleoductos y 
diversas instalaciones sufren pérdidas por fallas o descuidos humanos estos 
líquidos por el relieve de la topografía migran hacia cursos de agua, suelo, 
subsuelo, y hacia aguas subterráneas.  
La contaminación de aguas y suelos por hidrocarburos, tiene un efecto sobre sus 
propiedades. La determinación cuantitativa de los compuestos de origen del 
petróleo es muy importante en aguas naturales y residuales, por la disminución en 
el contenido de oxígeno en el agua, de la misma manera disminuye la tensión 
superficial, afectando a los ecosistemas y afectando a la salud humana. [3]  
 
Dada la necesidad de cumplir con nuevas normativas nacionales, tales como, el  
Decreto 3930 de Octubre de 2010, establecido por el Ministerio de Ambiente, 
Vivienda y Desarrollo Territorial, por el cual se instauran las normas y los valores 
límite máximos permisibles de parámetros en vertimientos puntuales a sistemas 
de alcantarillado público y a cuerpos de aguas continentales y que uno de los 
parámetros exigidos a monitorear en este Decreto es el de Hidrocarburos Totales 
del Petróleo (HTP), se destaca la importancia de establecer un método que 
determine este parámetro en el Laboratorio de Química Ambiental, de la Facultad 
de Ciencias Ambientales de la Universidad Tecnológica de Pereira, ya que este 
laboratorio presta el servicio de análisis de aguas residuales a empresas 
industriales y comerciales de carácter público y privado, así como a la comunidad 
en general que solicitan con una demanda cada vez mayor éste parámetro. 
 
Para tal fin, debe estandarizarse, validarse y estimarse la incertidumbre de 
medición del método empleado para la determinación de Hidrocarburos Totales de 
Petróleo (HTP) de acuerdo con los requerimientos de la norma NTC-ISO/IEC 
17025:2005 “Requisitos Generales para la competencia de laboratorios de Ensayo 
y de Calibración”. Entre los pasos a considerar en el proceso, se tiene: 
estandarización del método de medición, elección de los parámetros a estudiar, 
diseño experimental y estadístico, realización de los ensayos que conlleva el 
tratamiento estadístico de  los resultados obtenidos, declaración y distribución del 
método validado. 
 
Así mismo, es muy importante tener en cuenta que se debe proveer al usuario de 
resultados con un alto de nivel de confianza y esto se debe respaldar con 
documentos que hagan referencia al método de ensayo, a los equipos empleados, 










4.1  OBJETIVO GENERAL 
 
 
Estandarizar, validar y estimar la incertidumbre de medición de una técnica para la 
determinación de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) en aguas residuales a 
través del método de extracción soxhlet. 
 
 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
4.2.1 Estandarizar y validar el método de Hidrocarburos Totales de petróleo 
(HTP) a través de la estimación de los parámetros característicos del 
ensayo como son: Límite de detección, límite de cuantificación, exactitud y 
precisión bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad en el 
Laboratorio de Química Ambiental. 
 
 
4.2.2 Estimar la incertidumbre de medición del ensayo. 
 
 




4.2.4 Elaborar la documentación asociada al procedimiento de ensayo con base 
en el Sistema de Gestión de Calidad del Laboratorio de Química Ambiental. 
 
 















5. MARCO DE REFERENCIA 
 
 
5.1  ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD 
 
El aseguramiento de la calidad analítica forma parte imprescindible de la 
administración de laboratorios, que busca demostrar y evaluar de manera 
transparente, objetiva y documentada la validez de los procedimientos utilizados 
en el laboratorio para generar datos confiables, mediante la participación de un 
tercero. El aseguramiento de calidad presupone la existencia de un sistema de 
control de calidad (Quality Control) de las mediciones, de un sistema de 
evaluación de la calidad (Quality Assessment) y de un sistema de documentación 
que proporcione evidencia objetiva de su existencia. La ausencia de cualquiera de 
estos componentes compromete la validez de los resultados analíticos. [4] 
La norma ISO/IEC 17025 en su versión 2005 nos dice en el requisito 5.9 
“aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo y calibración” que el 
laboratorio debe tener procedimientos de control de calidad apropiados para el tipo 
y volumen de trabajo del laboratorio, para realizar el seguimiento de la  VALIDEZ 
de los ensayos y calibraciones llevados a cabo, registrarlos con el objetivo de 
detectar tendencias, y en la medida de lo posible aplicar técnicas estadísticas (por 
ejemplo prueba t y prueba F) para la revisión de resultados y puede incluir los 
elementos siguientes: 
 
a) uso regular de materiales de referencia certificados (MRC) o secundarios, 
b) Participación en comparaciones interlaboratorio o ensayos de aptitud, 
c) Repetición de ensayos o calibraciones o de la calibración utilizando el mismo 
método o métodos diferentes, 
d) Repetición del ensayo o de la calibración de los objetos retenidos, 
e) Correlación de resultados para diferentes características de un instrumento. [5] 
 
 
5.2  METROLOGIA 
 
 
La metrología es la ciencia de la medición. Su objetivo principal es garantizar la 
confiabilidad de las mediciones. La metrología es una ciencia en constante 
evolución y desarrollo; muchos de los progresos tecnológicos de la actualidad se 
dan gracias al avance de la metrología.  
 
La Metrología es esencial en la investigación científica, la cual constituye a su vez 
la base del desarrollo de la propia metrología. La Ciencia se mueve continuamente 
hacia los extremos de lo posible y la metrología fundamental se ocupa de los 
aspectos metrológicos de los nuevos descubrimientos. El contar con mejores 
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herramientas metrológicas permite a los investigadores continuar con sus 
descubrimientos, y sólo aquellos campos de la metrología que aporten desarrollos, 
pueden seguir siendo colaboradores de la industria y de la investigación. 
 
 
5.3  METROLOGIA QUIMICA 
 
 
La Metrología se ha desarrollado a partir de las mediciones físicas y hace hincapié 
en la trazabilidad de los resultados a patrones de referencia definidos, 
normalmente al Sistema Internacional de Unidades (SI), con análisis completos de 
las contribuciones a la incertidumbre basados en la GUM [6]. La situación respecto 
a las mediciones químicas es más compleja ya que éstas, a menudo no se llevan 
a cabo bajo condiciones definidas y controladas. 
El principal objetivo de las mediciones químicas es determinar la cantidad de 
componentes de interés, no la composición total de la muestra, la cual, por lo 
tanto, casi siempre permanecerá desconocida. De aquí que, el medio (matriz) en 
donde se realizan las mediciones no puede ser definido y controlado. 
Muchas mediciones químicas son trazables a patrones o a métodos de referencia. 
En otros casos, las mediciones pueden ser consideradas trazables a un material 
de referencia (certificado), ya sea en forma de una sustancia pura o de una matriz 
de material de referencia, donde la concentración del analito ha sido certificada. El 
grado en el que los materiales de referencia proporcionan una referencia universal 
(y, específicamente trazable al SI) depende de la calidad de la ligazón a los 
valores obtenidos mediante mediciones de referencia o a valores proporcionados 
por patrones de referencia. [6] 
 
 
5.4  HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO 
 
  
Los términos hidrocarburos totales de petróleo (abreviados TPH en inglés) se usan 
para describir una gran familia de varios cientos de compuestos químicos 
originados de petróleo crudo. El petróleo crudo es usado para manufacturar 
productos de petróleo, los que pueden contaminar el ambiente. Debido a que hay 
muchos productos químicos diferentes en el petróleo crudo y en otros productos 
de petróleo, no es práctico medir cada uno en forma separada. Sin embargo, es 
útil medir la cantidad total de TPH en un sitio. 
Los TPH son una mezcla de productos químicos compuestos principalmente de 
hidrógeno y carbono, llamados hidrocarburos. Los científicos han dividido a los 
TPH en grupos de hidrocarburos de petróleo que se comportan en forma similar 
en el suelo o el agua. Estos grupos se llaman fracciones de hidrocarburos de 
petróleo. Cada fracción contiene muchos productos químicos individuales. 
Algunas sustancias químicas que pueden encontrarse en los TPH incluyen a 
hexano, combustibles de aviones de reacción, aceites minerales, benceno, 
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tolueno, xilenos, naftalina, y fluoreno, como también otros productos de petróleo y 
componentes de gasolina. Sin embargo, es probable que muestras de TPH 
contengan solamente algunas, o una mezcla de estas sustancias químicas. [7] 
 
 
5.5  METODO DE EXTRACCIÓN SOXLETH 
 
 
En el ensayo de laboratorio se extraen en conjunto con las grasas y aceites, por lo 
tanto su análisis implica separación y determinación de la porción correspondiente 
a los HC. Para determinar los hidrocarburos se emplea el gel de sílice que tiene la 
capacidad de para separar los hidrocarburos de petróleo desde el total de aceite y 
grasa sobre la base de la polaridad ya que esta absorbe los materiales polares 
como los ácidos grasos. Si se mezcla una solución de hidrocarburos y materiales 
grasos en n-hexano con gel de sílice, los ácidos grasos son extraídos de forma 
selectiva de la solución. Los materiales no eliminados por absorción al gel de sílice 
son considerados hidrocarburos. Para el análisis de HC es necesario inicialmente 
llevar a cabo la extracción de la grasa y aceite total (AYG). El tratamiento consiste 
en la disolución del extracto de GYA en solvente (n-hexano) y la adsorción de los 
ácidos grasos en la silica gel mediante agitación. Los HC son separados por 
filtración y/o extracción mediante extracción Soxhlet hasta sequedad del solvente. 
El método de extracción de Soxhlet (5520D) es el método de elección cuando 
muestras relativamente polares, fracciones de petróleo pesados están presentes, 
o cuando los niveles de grasas no volátil puede desafiar el límite de solubilidad del 
disolvente. [8]  
 
 
5.6  ESTANDARIZACIÓN 
 
 
Estandarizar un método de análisis consiste en verificar y documentar, que este 
conduzca con un alto grado de seguridad, a la obtención de resultados precisos y 
exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente 
establecidos [9] La estandarización de las metodologías analíticas, junto con otras 
actividades englobadas en la gran área del aseguramiento de la calidad permite 
conseguir calidad, otorgando la confianza necesaria a la vez que confieren un 
grado elevado de comparabilidad entre los resultados de los análisis químicos.  
La estandarización del método debe detectar la presencia de error en los 
resultados emitidos. Los requisitos analíticos para un uso determinado establecen 
los parámetros o criterios de calidad del método a utilizar para resolver el 
problema. Estos criterios de calidad, llamados “performance characteristics” o 
“figures of merit”, pueden ser de tipo estadístico. En estos figuran los parámetros 
fundamentales de exactitud (relacionados con la trazabilidad) y precisión 
(relacionados con la incertidumbre) y los secundarios de selectividad, sensibilidad, 
límites de detección y cuantificación. [10]   
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5.7  LIMITE DE DETECCIÓN 
 
 
El límite de detección se define como la mínima cantidad de analito en la muestra 
que se puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo las condiciones 
experimentales establecidas. 
El límite de detección es un término solo cualitativo. No debe confundirse este 
término con otro al que normalmente se asocia, la sensibilidad, ya que esta es la 
capacidad de un método de análisis para discriminar pequeñas diferencias en 
concentración o masa del analito. Una alta sensibilidad del método analítico no 
siempre permite suponer inferiores límites de detección, ya que lo que definiría 
este límite es la relación entre el ruido y la señal debida al analito, [9] 
 
 
5.8  LIMITE DE CUANTIFICACIÓN 
 
 
El límite de cuantificación de un método, corresponde a la mínima cantidad de 
analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones 
experimentales descritas, con una adecuada precisión y exactitud.  
El límite de cuantificación es un término cuantitativo, encontrándose entre este y el 
límite de detección un rango de concentraciones en el que si bien no puede 
cuantificarse el analito en cuestión con razonable certeza, si puede detectarse su 
presencia sin incurrir en falsos positivos, [9] 
 
 
5.9  PRECISIÓN 
 
 
Es la proximidad de concordancia entre los resultados de pruebas independientes 
obtenidos bajo condiciones estipuladas. 
 
La precisión depende sólo de la distribución de los errores aleatorios y no se 
relaciona con el valor verdadero o valor especificado. La medida de la precisión 
generalmente se expresa en términos de imprecisión y se calcula como una 
desviación estándar de los resultados de la prueba.  [10] 
 
 
5.10  EXACTITUD 
 
 
La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad entre el valor que 
es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y 
el valor experimental encontrado. Se expresara como porcentaje de recuperación 
en la valoración de una cantidad conocida de analito añadida sobre la muestra o 
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como la diferencia entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero 
junto a los intervalos de confianza, [9] 
 
 
5.11  REPETIBILIDAD 
 
 
La repetibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de la 
dispersión característica de los resultados. La misma se define, de acuerdo con el 
VIM (Vocabulario Internacional de (Metrología), como la proximidad de 
concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo 
mensurando bajo las mismas condiciones de medición. [11] 
 
 
5.12  REPRODUCIBILIDAD 
 
 
La reproducibilidad se define como la proximidad de concordancia entre los 
resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo condiciones de 
medición que cambian. 
 
 
5.13  RECUPERACIÓN 
 
 
Es la capacidad que tiene un procedimiento analítico para determinar 
cuantitativamente una especie química que ha sido adicionada a una muestra. Se 
expresa como porcentaje de recuperación (%R). [12]  
 
La recuperación esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento 
de preparación de la muestra y de la concentración del analito en la misma. 
Aunque es deseable alcanzar valores de recuperación cercanos al 100%, en 
algunas muestras de matrices complejas solo se obtienen valores del 50, 80 o 
90%. En estos casos es importante que aunque la recuperación sea baja, la 
precisión del método sea alta ya que entonces puede intentar aplicarse un factor 
de corrección. La desviación de la exactitud por exceso se produce cuando existen 
interferencias y la selectividad del método no es la adecuada, entonces se 
obtienen resultados superiores al valor verdadero. En este caso, si es posible, se 
debería modificar las condiciones del método para optimizar la selectividad o bien 
cambiar a otro alternativo que sea selectivo. La desviación de la exactitud por 
defecto suele producirse cuando la matriz de la muestra es compleja y la 
extracción del analito requiere varios pasos obteniéndose recuperaciones más 
bajas. Cuando esto ocurre sería conveniente intentar optimizar la preparación de 




5.14  VALIDACIÓN 
 
 
La validación de un método es el proceso de definir una necesidad analítica y 
confirmar que el método en cuestión tiene capacidades de desempeño 
consistentes con las que requiere la aplicación. Está implícita la necesidad de 
evaluar las capacidades de desempeño del método.  
 
En el proceso de validación del método está implícito que los estudios para 
determinar los parámetros de desempeño se realizan usando equipos dentro de 
especificaciones, que están trabajando correctamente y que están calibrados 
adecuadamente. Así mismo, el operador que realiza los estudios debe ser 
técnicamente competente en el campo de trabajo bajo estudio y debe poseer 
suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de que sea capaz de 
tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras 
avanza el estudio. 
 
Generalmente se considera que la validación del método está ligada 
estrechamente con el desarrollo del método. De hecho, no es posible determinar 
exactamente donde termina el desarrollo del método y donde empieza la 
validación. Por lo general, muchos de los parámetros de desempeño del método 
que están asociados a su validación son evaluados, por lo menos 




5.15  INCERTIDUMBRE 
 
 
El cálculo de la incertidumbre de una medición es uno de los requerimientos de la 
norma ISO 17025. La importancia de la incertidumbre es que la misma expresa los 
errores aleatorios y sistemáticos, mientras que la desviación estándar indica los 
errores aleatorios y el sesgo los errores sistemáticos. La incertidumbre de 
medición, es un parámetro asociado con el resultado de una medición, que 
caracteriza la dispersión de los valores que podrían ser razonablemente atribuidos 
al mensurando. 
El concepto de incertidumbre, como un atributo cuantificable, es relativamente 
nuevo en la historia de las mediciones, aunque los términos error y análisis de 
error han sido bastamente usados como parte práctica de la ciencia de las 
mediciones o metrología. 
Cuando se han evaluado todas las componentes, conocidas y supuestas de un 
error, y se han aplicado las correcciones adecuadas, todavía queda como 
remanente una incertidumbre sobre la corrección del resultado establecido, esto 
es, la duda de cuán bien representa el resultado de la medición al valor de la 
magnitud que se está midiendo. 
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A continuación se describe la metodología general para calcular la incertidumbre 
de las mediciones. 
 
1) Expresar el modelo matemático del mensurando. 
2) Identificar todas las posibles fuentes de incertidumbres 
3) Calcular la incertidumbre estándar (u) de cada fuente. 
4) Combinar las incertidumbres estándares 
5) Calcular la incertidumbre expandida [14] 
 
Un laboratorio de calibración, o un laboratorio de ensayo que realiza sus propias 
calibraciones, deben tener y debe aplicar un procedimiento para estimar la 
incertidumbre de la medición para todas las calibraciones y todos los tipos de 
calibraciones. 
 
Los laboratorios de ensayo deben aplicar procedimientos para estimar la 
incertidumbre de la medición. En algunos casos la naturaleza del método de 
ensayo puede excluir un cálculo riguroso, metodológicamente y estadísticamente 
valido, de la incertidumbre de la medición. En estos casos el laboratorio debe, por 
lo menos tratar de identificar todos los componentes de la incertidumbre  y hacer 
una estimación razonable, y debe asegurarse de que la forma de informar el 
resultado no de una impresión equivocada de la incertidumbre. Una estimación 
razonable se debe basar en un conocimiento del desempeño del método y en el 
alcance de la medición y debe hacer uso, por ejemplo, de la experiencia adquirida 
y de los datos de la validación. [15]  
 
 
5.16  TRAZABILIDAD 
 
 
El concepto de trazabilidad constituye un elemento importante en la Metrología, y 
en la Metrología Química su aplicación práctica e identificación es a través de una 
cadena ininterrumpida de comparaciones hacia la unidad básica de la magnitud 
física correspondiente (mol). Los materiales de Referencia (MR) y los materiales 
de Referencia Certificados (MRC) hacen posible la transferencia de los valores de 
magnitudes físicas medidas o asignadas (física, química, biológica o tecnológica) 
entre un lugar y otro. Además son ampliamente utilizados en la calibración de 
instrumentos de medición, evacuación de métodos analíticos de ensayos, 
aseguramiento de la calidad de las mediciones y en ciertos MR biológico y 
tecnológico para facilitar que las propiedades sean expresadas convenientemente 
en unidades de medidas arbitrarias. Todos los MR y MCR juegan un papel 
importante en los ensayos de aptitud y en la acreditación de laboratorios y los 
MRC apoyan es establecimiento de la trazabilidad al SI de las mediciones que se 
realizan en los laboratorios analíticos en cualquier tipo de muestra. 
“Una cadena de trazabilidad es una cadena de valores (correspondientes al 
contenido de cantidad de sustancia)  enlazados  por  mediciones,  Fig.1. Esta 
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cadena  de trazabilidad  establece  la  secuencia  valor-medición-valor-medición-
valor,  etc, la cual proporciona la cadena de trazabilidad del valor del resultado de 
una medición hacia un valor conocido, el cual corresponde al de la unidad de 
medida que se eligió para expresar el resultado de la medición [16]. 
 
 




Para lograr la trazabilidad al Sistema Internacional de Unidades (SI) en las 
mediciones químicas (incluye fisicoquímicas y bioquímicas), se requiere 
necesariamente la aplicación de algún método primario de medición química. En 
consecuencia, la trazabilidad de las mediciones químicas de un laboratorio se 
puede demostrar mediante la aplicación de alguno de los siguientes mecanismos:  
 
1. Uso de materiales de referencia certificados trazables al SI y su incertidumbre, 
el OEC puede demostrar que el resultado de la medición que logra es un valor 




2. En los análisis físico-químicos, cuando no sea posible o relevante la calibración 
del equipo para asegurar la trazabilidad de las medidas (ej. Cromatógrafo), puede 
conseguirse una calibración trazable del conjunto equipo-método de ensayo, 
utilizando un Material de Referencia Certificado (MRC). EL MRC será sometido al 
mismo proceso de las muestras. El grado de concordancia entre el valor obtenido 
para el MRC y su valor certificado puede utilizarse para determinar la exactitud de 
los valores obtenidos para las muestras. 
 
3. Cuando no se disponga de MRC se puede demostrar la trazabilidad de las 
medidas mediante la participación del laboratorio en un ejercicio de comparación 
de ensayos interlaboratorios. 
 
4. Uso de métodos de medición de referencia, aplicados por laboratorios 
competentes cuyas mediciones tienen trazabilidad demostrada a unidades del SI 
diferentes a la unidad de medida mol. 
 
5. Uso de un método primario por el cual un laboratorio químico es capaz de 































La metodología que se empleó para dar cumplimiento a cada uno de los objetivos 
propuestos en el presente documento se describe como una serie de actividades. 
 
5.1 Investigación Bibliográfica. 
 
5.1.1 Documentación del ensayo de Hidrocarburos Totales de petroleo por el 
método de extracción soxleth tomado del Standard methods for the examination of 
water and wastewater. 22nd. 2012. Método 5520D – 5520F. 
 
5.1.2 Procedimiento Estándar de Operación SOP 3-41 Laboratorio de Química 
Ambiental.  
 
5.2 Elaboración de matriz AMEF (Análisis de modo y efecto de falla), teniendo en 
cuenta que la herramienta fue adaptada por parte del LQA.  
 
5.3 Definición de los parámetros característicos del método: 
 
5.3.1 Evaluación de la competencia para desarrollar el análisis y Elaboración del 
plan de validación de acuerdo con el formato de trabajo que fue aportado por el 
LQA. 
 
5.4 Ejecución de actividades analíticas: 
 
5.4.1 Inducción a la actividad analítica, reconocimiento de equipos y  puesta a 
punto del método. 
 
5.4.2 Recolección, preparación de muestras y ejecución del plan de validación. 
 
5.5 Procesamiento de datos: 
 
5.5.1 Desarrollo de cálculos y estimaciones estadísticas a los datos recolectados 
usando el software ProControl®.  
 
5.6 Análisis de los resultados:  
 
5.6.1 Análisis de las estimaciones estadísticas acorde al plan de validación.  
 
5.7 Estimación de la incertidumbre de medición, teniendo en cuenta que se hizo la 
revisión de los cálculos ya existentes en el laboratorio. 
 



















































6. RESULTADOS OBTENIDOS. 
 
 
En la tabla 1 se muestran los objetivos trazados para desarrollar la validación del 
método de nitrógeno amoniacal y las actividades realizadas para dar cumplimiento 
a dichos objetivos. Los resultados se muestran como anexos al presente trabajo. 
 
Tabla 1. Objetivos y Resultado del ensayo para la determinación de HTP en aguas 
residuales. 
OBJETIVOS RESULTADOS 
 Estandarizar el método 5520F para 
la determinación de HTP 
 SOP 3-41. Documento que reposa 
en el archivo del laboratorio de 
química ambiental de la facultad de 
ciencias ambientales de la UTP. 
 
 DIAGRAMA DE FLUJO. Ver Anexo 
A 
 
 AMEF (Análisis de Modo y 
Efecto de Falla). Ver Anexo B 
 Validar el ensayo de HTP a través 
de la estimación de los parámetros 
característicos del ensayo, como: 
Limite de detección, límite de 
cuantificación, exactitud y precisión 
bajo condiciones de Repetibilidad y 
reproducibilidad, rango de aplicación 
y recuperación 
 
Plan de Validación. Ver anexo C 
 
 Estimación de la incertidumbre de 
medición asociada al ensayo para la 
determinación de HTP 
 Estimación de la Incertidumbre 
de Medición. Ver Anexo D. 
 Determinación de la trazabilidad 
para el ensayo de determinación de 
HTP. 
 Trazabilidad en Mediciones 
Químicas. Ver Anexo E 
 Realizar un borrador para la 
divulgación científica con los 
resultados de la validación. 
 Borrador en proceso en 











Anexo A. Estandarización del método de ensayo para determina HTP. 
 
 
1.  Alcance 
 
 
El método 5520F se utiliza en conjunto con el método 5520 D para la extracción y 
determinación de hidrocarburos además de la medición de aceite y grasas en 
aguas  naturales superficiales y subterráneas, aguas residuales y residuales 
tratadas. Se cuantifican principalmente hidrocarburos de alto peso molecular. 
Estos son cuantificados como una mezcla. 
 
 
3.  Conceptos / Abreviaturas 
 
 
G YA = Grasas y aceites.  
HC= Hidrocarburos 
HTP= Hidrocarburos Totales de Petróleo 
Hidrocarburos= Material no eliminado por adsorción sobre silica gel  
 
 
4.  Principio 
 
 
4.1. Generalidades  
 
 
Los Hidrocarburos, HC, son una familia de compuestos orgánicos que contienen 
carbono e hidrógeno. Son los compuestos orgánicos más simples y pueden ser 
considerados como las sustancias principales de las que se derivan todos los 
demás compuestos orgánicos. Los hidrocarburos se clasifican en dos grupos 
principales, de cadena abierta y cíclica. En los compuestos de cadena abierta que 
contienen más de un átomo de carbono, los átomos están unidos entre sí 
formando una cadena lineal que puede tener una o más ramificaciones. En los 
compuestos cíclicos, los átomos de carbono forman uno o más anillos cerrados. 
Los dos grupos principales se subdividen según su comportamiento químico en 
saturados e insaturados. 
 
La silica gel tiene la habilidad de absorber material polar. Si una solución de 
hidrocarburos y material graso en un solvente no polar es mezclada con silica gel, 
los ácidos grasos son removidos selectivamente de la solución 
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Para el análisis de HC es necesario inicialmente llevar a cabo la extracción de la 
grasa y aceite total (G y A).  El tratamiento consiste en la disolución del extracto de 
G y A en solvente (n-hexano) y la adsorción de los ácidos grasos en la silica gel 
mediante agitación.  Los HC son  separados  por  filtración  y recuperados  
mediante extracción soxhlet. Una vez extraído el solvente se llevan los crisoles al 
desecador hasta obtener peso constante. Los  materiales no eliminados por 
absorción a la silica gel son considerados hidrocarburos en esta prueba. 
 
 La  reacción que ocurre durante la separación se puede expresar de la siguiente 
forma: 
 




















































Figura 2. Diagrama de flujo del ensayo 5520F, para la determinación de HTP en 
aguas residuales, el documento principal reposa en el archivo del laboratorio de 




























Anexo B. AMEF ensayo de HTP 
Tabla 2. AMEF Ensayo de HTP
 
1
Lavado del material 
según el SOP 1-22.
Presencia de 
detergente.
No se enjuagó correctamente. 6
Afecta el resultadado de 
grasas y aceites con 
posible sesgo positivo.
7 SOP 1-22 Plan de higiene y limpieza 1 42
Temperatura no 
estabilizada.
No se permitió el tiempo de 
estabilización declarado para el 
equipo.
6 Peso inicial errado. 8
Esperar el tiempo de estabilización 
de la temperatura declarado 




diferente a la de 
trabajo.
No se verificó la programación de 
la temperatura antes de iniciar el 
ensayo.
6
Temperatura de secado 
diferente a la de trabajo. 
Menor a 103°C genera un 
peso inicial mayor al real.
8
SOP de ensayo correspondiente
Verificar temperatura de trabajo antes 
de iniciar las actividades.
2 96
Tiempo de secado 
insuficiente.
No se permitió el tiempo de 
secado declarado en el SOP por 
desconocimiento o por premura.
8 Peso inicial errado. 9
Autocontrol del analista y SOP 
respectivo.
2 144
Fallas en el 
indicador de la 
estufa.
Daño equipo. 2
Demora en entrega de 
resultados.
9
Realizar verificación de la 
temperatura según F 042. 
2 36
Efectuar verificación 
a otras estufas con 
el fin de tener un 
equipo alterno con 
trazabilidad.
Sílica hidratada.
No se verificó el estado de la 
sílica antes del ensayo
Desecador con fugas.
8
Vasos  que absorben 
humedad peso inicial 
inestable.
8
Verificar estado de la sílica antes de 
guardar el material. Verificar color.
2 128
Declarar 
externamente en el 
desecador las 
convenciones de 





Olvido de la actividad
Otras actividades interfieren.
2
Ganancia de peso.  Valor 
mayor al real.
8
Autocontrol del analista y SOP  
respectivo.
1 16
Programar el tiempo 
requerido y controlar 
con el timer.
Poco tiempo antes 
de Pesada.
Premura en efectuar el ensayo. 6
Inestabilidad en la lectura. 
Error en peso.
6
Autocontrol del analista y SOP  
respectivo.
2 72
Programar el tiempo 




Desecadores insuficientes. 6 Interferencia cruzada. 5
Usar desecadores independientes 




en tapa y 
accesorios.
Falta de vaselina en la tapa. 
Roturas debidas a 
sobrepresiones.
8
Vasos  que absorben 
humedad. Peso errado.
8





No se permitió el tiempo de 
estabilización declarado en el 
equipo al inicio de la jornada o 
después de un corte de energía.
3
Pesada inestable. Error en 
Peso.
8
Dejar estabilizar la balanza al menos 
30 min después de encender la 
balanza.
3 72
Desnivel de la 
burbuja.
La balanza se movió de su sitio. 8 Pesada incorrecta. 8




excentricidad de la 
balanza no 
realizada.
Olvido de la actividad. 3








excentricidad de la 
balanza no pasa.
Daño en el equipo. 3
Balanza con problemas de 
excentricidad arroja 
pesadas incorrectas.




Verificaciones o calibraciones no 
efectuadas.
2 Pesadas incorrectas. 8
Realizar actividades de verificación y 









Después de transcribir el peso al      
F 012 reconfirmar el valor registrado.
3 96
Vaso ubicado en 
canastillas que le 
confieren peso 
adicional.
4 8 1 32
Contaminación 
externa.
6 1 1 6
6
Disolver de nuevo la 
grasa y aceites extraídos  
por el metodo Soxhlet 
en 100 ml de n-hexano.
La muestra no es 
homogénea y 
presnta grasa sin 
disolver
La cantidad de n-hexano no es 
suficiente para disolver la 
muestra a temperatura ambiente
Si tomara una alicuota de 
la muestra su 
concentración no sería 
confiable
Someter la solución a una 
temperatura no mayor a 50°C hasta 
obtener una mezcla homogénea.
8
Mala ubicación del 
papel fitro.
6 8 4 192





Contacto del papel fitro con 
superficies contaminadas o 
contacto con las manos del 
analista.
6
Afecta el resultado con 
sesgo positivo.
8 7 336
Pérdidas de la 
muestra.
Por premura del analista se 
satura el embudo sobrepasando 
los bordes del lecho filtrane.
7
Afecta el resultado con 
sesgo negativo
2 Autocontrol del analista. Induccion. 2 28
Paso de la silica a 
través del papel 
filtro y tambien por 
el borde
Tamaño de partícula de la silica 
muy pequeño, papel filtro mal 
acomodado
2 Origina un sesgo positivo 7




Realizar limpieza con 




Analito que se pierde entre las 
partìculas de la silica y el papel 
por premura del analista.
2 8 2 32
10
Limpieza con hexano 




Por premura del analista analito 
que se pierde en las paredes del  
recipiente.
2 8 2 32
11
Abrir el agua de 
refrigeración. 
No se efectúa la 
actividad.
No se sigue IT del equipo. 3 Retraso en la actividad 8
El equipo tiene una señal luminosa 




Determinación del peso 
final de los crisoles.
VER LITERAL 3 y 
4
VER LITERAL 3 y 4 VER LITERAL 3 y 4 VER LITERAL 3 y 4 320
Se recominda aplicar 
aire para eliminar el 
exceso de solvente 









Efectuar correlaciones con otros 
ensayos y/o con muestras de 
retención.
Relacionar como TENC y establecer 
acciones.
2 32
Pérdidas de la muestra. 
Afecta el resultado con 
sesgo negativo.
Pasar al desecador para 
tara inicial. 
5
Vaso de extraccion  
después de Pi.
Contaminación de los 
vasos que genera sesgo 
positivo en los resultados.
Ubicar vasos pesados en 
desecadores.
No hay suficientes desecadores.
Ubicación de  vasos en 



















Modo de falla 
potencial
Causas de falla potencial
Pasar la muestra por el 
medio filtrante.
8
Sobre poner un disco de 
papel filtro whatman 40.
7
Falta de cuidado en la 
realizacion de la actividad.
3
4
Determinación de Peso 
del vaso para tara inicial 
y final.
2
Afecta el resultado con 
sesgo negativo







Antes de realizar 
cualquier pesada 
verificar si la prueba 
de excentricidad fue 
efectuada, el tiempo 
de encendido de la 
balanza, la posición 
de la burbuja de 
nivel, y demás 
controles y criterios 
de aceptación que se 
efectúan en el 
laboratorio, si es 
necesario realizarlos 
o repetirlos. Si esto 
no es posible 
informar a 
responsable del área 
y utilizar el equipo 
alterno.
Antes de iniciar 
estas actividades 
verificar el estado de 
la estufa de secado y 
las condicions 
requeridas para el 
ensayo.








Anexo C. Plan de Validación Hidrocarburos Totales de Petróleo 
 
 
1.  Alcance 
 
 
El método es apropiado para determinar HTP en aguas naturales (superficiales y 
subterráneas) y residuales (domésticas e industriales), el rango comprendido entre 
limite de cuantificación y 1000 mgHTP/L. 
 
 
2.  Principio 
 
 
El término hidrocarburo (HC) incluye hidrocarburos alifáticos, formados por 
cadenas de átomos de carbono en las que no hay estructuras cíclicas, 
compuestos por átomos de carbono encadenados formando uno o varios anillos e 
hidrocarburos aromáticos. En el ensayo de laboratorio se extraen en conjunto con 
las grasas y aceites, por lo tanto su análisis implica separación y determinación de 
la porción correspondiente a los HC. Los HC son el material no eliminado por 
adsorción sobre silica gel. 
 
  
3.  Criterios de aceptación 
 
 
Exactitud < 15 %, expresada como porcentaje de Error, para los patrones de 
concentración menor a 100 mg/L 
 
Precisión, se aceptará una precisión ≤ 10%, expresada como %CV. 
 
 
4.  Parámetros de validación 
 
 
Se considera que aplican para la validación los siguientes parámetros: Límite de 
cuantificación y detección, precisión – repetibilidad, precisión-repetibilidad 
intermedia, precisión reproducibilidad, exactitud y recuperación. 
 
 
4.1  Límites de detección y de cuantificación  
 
 
Se realizaron ensayos previos, analizando patrones de diferente concentración, 
con el fin de determinar cuál es el patrón de concentración más baja que cumple 
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con los criterios de aceptación establecidos en cuanto a Exactitud, expresada 
como %E, y precisión, expresada como %CV.  
 
Posterior a la selección del estándar adecuado y con el fin de ratificar el límite de 
cuantificación experimental se evaluarán réplicas de un patrón de 15 mg/L en HC. 
 
Los patrones utilizados durante la validación del método se preparan a partir de 
ácido esteárico y aceite de motor en una mezcla 1+1 de esta forma se obtiene una 
solución que simula las condiciones de una muestra natural que contiene grasas y 
aceites e hidrocarburos tal como se sugiere en el DE 097 Standard Methods for 
the examination of water and wastewater, sección 6, página 5-44.  
 
 
4.2   Exactitud 
 
 
Con el fin de evaluar la exactitud del método se analizarán durante 4 días como 
mínimo, 1 réplica de estándares a tres concentraciones teóricas diferentes 15 
mg/L, 50 mg/L, y 1000 mg/L en Hidrocarburos. Los estándares se preparan a partir 
de diluciones de la solución madre de 5000 mg/L en Hidrocarburos o por pesada 
directa así:  
 
 
4.2.1  Por Pesada Directa: 
 
 
- Estándar E1. Estándar bajo (Eb): Concentración teórica de 15 mg/L en 
Hidrocarburos  
 
Pesar 0,015 g de ácido esteárico y 0,015 g de aceite de motor. Transferir 
cuantitativamente estas sustancias a un beaker de 1000 mL efectuando 
lavados con n-hexano. Llevar el beaker a la cabina de extracción hasta 
evaporar por completo el solvente. Adicionar 1L de agua destilada que ha 
sido acidulada, previamente, con 5mL de HCl 1+1. 
 
 
- Estándar 2. Estándar medio (Em): Concentración teórica de 50 mg/L en 
Hidrocarburos  
 
Pesar 0,05 g de ácido esteárico y 0,05 g de aceite de motor. Transferir 
cuantitativamente estas sustancias a un beaker de 1000 mL efectuando 
lavados con n-hexano. Llevar el beaker a la cabina de extracción hasta 
evaporar por completo el solvente. Adicionar 1L de agua destilada que ha 




- Estándar 3. Estándar alto (Ea): Concentración teórica de 1000 mg/L en 
Hidrocarburos  
 
Pesar 1,0 g de ácido esteárico y 1,0 g de aceite de motor. Transferir 
cuantitativamente estas sustancias a un beaker de 1000 mL efectuando 
lavados con n- hexano. Llevar el beaker a la cabina de extracción hasta 
evaporar por completo el solvente. Adicionar 1L de agua destilada que ha 
sido acidulada, previamente, con 5mL de HCl 1+1. 
 
 
4.2.2   A partir de la solución madre así: 
 
 
 Solución Madre de 5000 mg/L en hidrocarburos. (10000 mg/L en 
grasas y aceites) 
 
Pesar  1g de ácido esteárico y 1g de aceite de motor. Disolver con n-hexano y 
transferir cuantitativamente en un balón de 200 mL, aforar con n-hexano. La 
solución debe preservarse en la nevera y cada vez que se utilice debe 
garantizarse la total disolución del ácido esteárico y marcar con tinta indeleble 
el nivel de la solución, para controlar las pérdidas de solvente. 
 
 Patrón de trabajo de 50 mg/L en hidrocarburos. 
 
Medir 10 mL de la solución madre de 5000 mg/L y adicionarlos en un beaker 
de 1L, llevar  a la cabina de extracción hasta evaporar por completo el 




 Patrón de trabajo de 15 mg/L en hidrocarburos. 
 
Medir 3 mL de la solución madre de 5000 mg/L y adicionarlos en un beaker de 
1L, llevar  a la cabina de extracción hasta evaporar por completo el solvente. 
Adicionar 1L de agua destilada previamente acidulada con 5 mL de HCl 1+1. 
 
 
4.3   Precisión 
 
 
Pese a que se conocen las limitaciones del método para evaluar la precisión se 
analizarán, diariamente, réplicas de estándares y muestras dentro del rango de 




La precisión se evaluará bajo condiciones de Repetibilidad y de Repetibilidad 
intermedia de los estándares. 
 
Así mismo se incluirá 2 muestras naturales cuyos valores de hidrocarburos se 
encuentran dentro del rango de aplicación del método. 
 
El objeto de incluir muestras en este parámetro es conocer la posible precisión en 
términos de %CV cuando se analizan duplicados de muestras.   
 
M1:  Muestra natural: Muestra recolectada del afluente de una estación de 
servicio. 
 
M2:  Muestra sintética: Muestra recolectada del afluente de una estación de 
servicio (M1), a la cual se le adicionó una cantidad conocida de un patrón 
de 10000 mg/L en grasas y aceites correspondiente a 5000 mg/L en 
Hidrocarburos (ver numeral 4.2.2)  para simular las características de una 
muestra de agua residual industrial con alto contenido de grasas y aceites. 
 
PREPACIÓN MUESTRA SINTETICA (M2): Medir 4 mL de de la solución 
madre de 5000 mg/L, adicionarlos en un Beaker de 500 mL, llevar  a la 
cabina de extracción hasta evaporar por completo el solvente. Adicionar 
300 mL de muestra recolectada del afluente de una estación de servicio 







E1 E2 E3 Mx1 Mx2 
Concentración 
mg/L 




4.3.1 Precisión bajo condiciones de Repetibilidad 
 
 
El analista responsable aplicará el método a todos los estándares y muestras 
propuestas durante 4 días en la validación. 
Medir 1 replica de cada estándar (Eb, Em y Ea) y de las muestras. En total el 






4.3.2. Precisión bajo condiciones de Repetibilidad intermedia  
 
 
El analista sustituto aplicará el método a todos los estándares propuestos y a las 
muestras  durante 2 días de la validación. 
 
 
4.3.3 Precisión bajo condiciones de Reproducibilidad  
 
 
Se evaluará la Desviación estándar media de las series de mediciones. En esta 
prueba es posible evaluar la dispersión de cada una de las series de datos(s)  








n = Número de mediciones por serie 
N = Número total de mediciones 
k= Número de series de mediciones.  
 
Se espera que la desviación estándar media de las series de mediciones cumpla 
con el criterio de aceptación establecido como %CV en el literal tres. 
 
 
4.4  Recuperación  
 
 
Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperación se tomará los resultados 
obtenidos del análisis de la muestra sintética M2, la cual se prepara por 
enriqueciendo de la muestra natural M1 a la cual se le efectuó una adición alta del 
70% con respecto a la concentración de M1. 
 
 
Preparación muestra sintética (M2): Medir 4 mL de de la solución madre de 
5000 mg/L, adicionarlos en un Beaker de 500 mL, llevar  a la cabina de extracción 

















recolectada del afluente de una estación de servicio (M1) previamente acidulada 
con HCl 1+1 
 
La muestra y las muestras adicionadas se analizarán, por el analista responsable, 
durante 4 días en la validación. El analista sustituto efectuará el análisis durante 2 
días al final de la validación. Tal como está descrito en el numeral 4.3.1 
 
A partir de los valores promedio obtenidos, cada día,  para la muestra y de los 
valores promedio obtenidos, cada día, para las adiciones se calculará el 
porcentaje de recuperación.  
 
Una vez terminada la validación se espera obtener un porcentaje de recuperación 
de 100% ± 20%.  
 
 
4.5  Sensibilidad 
 
 
Se considera que este parámetro de validación no aplica. 
 
 
4.6   Rango lineal/ Rango de trabajo 
 
 
Se considera que el rango lineal y el rango de trabajo para este ensayo dependen 
de la capacidad máxima de la balanza usada y del volumen de muestra filtrado, 
motivo por el cual no se evalúa. 
 
 
4.7  Selectividad / especificidad 
 
 
Los patrones utilizados durante la validación del método se preparan a partir de 
ácido esteárico y aceite de motor en una mezcla 1+1 de esta forma se obtiene una 
solución que simula las condiciones de una muestra natural que contiene grasas y 
aceites e hidrocarburos. Ver numeral 4.2.1 y 4.2.2 
De esta forma será posible determinar la selectividad / especificidad, evidenciando 





















Embudo De Filtración Buchner 
Micropipeta Gilson. Escala 2 – 20 µl 
 
 




Acido Clorhídrico concentrado HCl 
n-hexano 
Silica gel 60 
Aceite de motor: material no polar, de naturaleza similar a las características de 
las muestras comúnmente analizadas en el laboratorio (Lavaderos de autos, 









Barra agitadora magnética 
Papel de filtro, de 11 cm de diámetro cuantitativo (Whatman Nº 40 o equivalente) 
Vaso de precipitado de  250 mL, 500 mL, 1000 mL 
Varilla de Vidrio 
Probeta de 100 mL 
Balón aforado de  200 mL 
Espátula 
Papel indicador de pH 
Soporte Universal 
Aro metálico 




6.  Resultados de validación determinación de HTP  
 
















































































Muestra 1 + Adición 
Alta (M1Aa)
15 50 1000























































































R 16/06/2013 91,6 159
27/05/2013 100 156




Mínimo 77,00 78,00 152,00 155,50 84
Máximo 112,00 101,80 168,00 166,50 114
92,60 92,60 162,74 162,74 105
s 8,52 6,95 4,59 3,56 11
%CV 9 8 3 2 10






























































6.1  Límites de detección y de cuantificación 
 
 
De manera teórica el límite de detección se considera como 3 veces la desviación 
estándar del valor del Eb (15 mg/L) y el límite de cuantificación se considera como 
10 veces la desviación estándar del valor del Eb. (Ver Tabla 4 y 5. Consolidado de 
datos)  
 
Teniendo en cuenta el resultado de la desviación estándar obtenido para las 6  
réplicas de Eb (s = 1,47 mg/L), el Límite de detección para el ensayo sería 4,42 
mg/L y el Límite de cuantificación sería 14, 72 mg/L. Ver Tabla No. 4 y 5 
 
 
6.2  Rango de aplicación 
 
 
Para esta validación se obtuvo un rango de trabajo comprendido entre el límite de 
cuantificación y 1000 mg/L. 
 
 
6.3  Límite de detección (LC) y Límite de cuantificación de método (LCM) 
 
 
Se ha establecido experimentalmente un Límite de detección de 4,42 mg/L y un 
límite de  cuantificación de 14,7 mg/L. 
 
Para efectos de reporte de resultados se establece como límite de cuantificación 
15.0 mg/L que corresponde a la concentración del patrón analizado durante la 




6.4  Exactitud 
 
 
En cuanto a la exactitud, evaluada a través del %E de los estándares, se pudo 
evidenciar que el método cumple con el criterio de aceptación establecido en el 
literal tres, pues se generaron %E menores al 15% en el rango bajo y menores al 







6.5  Precisión 
 
 
La precisión de la medición se evaluó bajo condiciones de Repetibilidad y de 
reproducibilidad. 
En cuanto a la precisión, evaluada a través del %CV, se pudo evidenciar que el 
método cumple con los criterios de aceptación establecidos en el literal tres para 
todos los estándares.  
 
Las muestras naturales presentan una variabilidad del  9% como CV. 
 
De manera general, las pruebas F y T realizadas, con el software estadístico 
Procontrol, no muestran diferencias significativas entre las varianzas, motivo por el 
cual, se considera que existe Repetibilidad y Repetibilidad intermedia entre el 
analista responsable y el analista sustituto.  
 
Los resultados para el mismo analista en la mañana y en la tarde proporcionan 
evidencia de condiciones de Repetibilidad. 
 
La Desviación estándar media del método es 5.45 %CV (Ver literal 6.3.3) valor 
que  proporciona evidencia de condiciones de reproducibilidad y que se encuentra 
por debajo de los criterios de aceptación establecidos en el LQA. 
 
 
6.6  Recuperación 
 
 
El porcentaje de recuperación obtenido para la muestra adicionada fue del 105 %.  
 
El porcentaje de error obtenido para la adición es menor al 20%, evidenciando que 
no existen efectos de matriz.  
 
 





6.8  Límites de control establecidos para las cartas de control 
 
 
Después de haber efectuado la validación del método se han definido los 




6.9  Seguimiento a carta de control del método.  
 
 
En la Tabla 5 se recopilan los resultados del estándar para la elaboración de la 
carta de control usando un patrón de 50 mg/L 
 
Tabla 5. Recopilación de resultados de los estándares para la elaboración de 































1 49,4 49,4 49,4 0,0
2 48,3 47,4 49,2 1,8
3 53,1 53,1 53,1 0,0
4 50,5 48,3 52,6 4,3
5 49,1 48,9 49,3 0,4
6 48,0 47,3 48,6 1,3
7 45,9 45,1 46,7 1,6
8 45,0 44,3 45,6 1,3







LCI mg/L  
 
 
6.10  Según resultados de la validación el método es apto para el alcance y el uso 





Tabla 6A.  Algunas  Formulas utilizadas en el cálculo de resultados 
PARÁMETRO FORMULA 





























































































Anexo D. Estimación de la incertidumbre del ensayo determinación de 






Masa de hidrocarburos totales de petróleo 
 
 
2. Modelo matemático. 
 
 
          
       
 




Pf; Peso final del vaso de extracción (g) 
Pi; peso inicial del vaso de extracción (g) 
V; Volumen de la muestra (mL) 
 
 
3. Identificación de las fuentes de incertidumbre. 
 
 
Las posibles fuentes de incertidumbre se resumen en la tabla 6 y posteriormente 
se desarrollaran en la figura 3. 
 
 
Tabla 6B. Fuentes de Incertidumbre Hidrocarburos Totales de Petróleo. 
Procedimiento Factor Crítico en la Cuantificación 
Aplica incertidumbre No aplica incertidumbre 
Preparación de la solución 
madre 5000 mg/L 
 X 
Preparación de la solución de 
trabajo 50 mg/L 
 X 
Peso Inicial y Peso final de los 
vasos de extracción 
X  










4.  Diagrama Causa-Efecto Estimación de la incertidumbre 
 
 
Figura 3. Diagrama Causa-Efecto Estimación de la incertidumbre 
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En la figura 3 se Integra una fuente de incertidumbre llamada Repetibilidad y 
Reproducibilidad (R y r) donde entran a formar parte todas las repetibilidades de 


















Peso final vasos 
de extracción 




Totales de Petróleo 
(mg/L) 
 
R y r 
49 
 







En la tabla 7 se observan de donde provienen los valores para la estimación de la 
incertidumbre de medición del ensayo HTP, por lo cual se aplicarán las 
ecuaciones 2 y 3: 
 
 
    
 
     








     
  
 
                     
                    




a) Incertidumbre por pesada inicial: 
 
     
  
    
        
  
    
 
                 
 
Fuente de 
Incertidumbre                
Magnitud de entrada    










Xi Xi Valor Unidade
s
u (xi) u (xi)/xi
Pesada Inicial 85 0,000274 mg 3,223E-09 1,039E-17
Calibración Certificado 0,00039 mg B, Normal, K=2 0,0002
Tara Certificado 0,00039 mg B, Normal, K=2 0,0002
Pesada Final 85,1 0,000274 mg 3,219E-09 1,03617E-17
Calibración Certificado 0,00039 mg B, Normal, K=2 0,0002
Tara Certificado 0,00039 mg B, Normal, K=2 0,0002
Incertidumbre 
ensayo de 
Grasas 50 1,1000 mg/L 2,200E-02 0,000484
Incertidumbre 
expandida ensayo 
de grasas Calculada 2,2 mg/L A, Normal,K=2 1,1
Repetibilidad 50 Experimental 2,35 mg/L A, Normal,√n 0,6281 0,628064 mg/L 1,256E-02 0,000157786













Resultado Hidrocarburos Totales de Petroleo
50 
 
b) Incertidumbre por pesada Final: 
 
 
     
  
    
        
    
    
 




c) Incertidumbre por Repetibilidad y reproducibilidad: 
 
    
 
    




             
 
 
    
 
    




              
 
d) Incertidumbre proveniente del ensayo de grasas y aceites. 
 
                   
                  
    
   
  
    
 
         
 
e. Incertidumbre combinada ensayo de hidrocarburos 
 
Se combinan cada una de las contribuciones a la incertidumbre del ensayo.  
      
     
  
 
                                                                      
 
   
 
 
        
 
  
 f. Incertidumbre expandida, K = 2. Intervalo de Confianza = 95% 
 
U = uc * 2 
51 
 
U = 0.026 * 2 
U = 0.052 mg HTP/L 
 
g. Expresión de los resultados 
 
[mg HTP/L]muestra = [mg HTP/L]muestra * 0.052 mg HTP/L 
 
h. Contribuciones a la incertidumbre de  Hidrocarburos totales de petróleo. 
En la figura 4 se observa como las diversas fuentes contribuyen a la incertidumbre 
del ensayo HTP. 
 
Figura 4. Contribuciones a la incertidumbre del ensayo HTP. Representada en      






















Anexo E. Trazabilidad del ensayo de HTP 
 
 





















En la figura 5 se muestran las diferentes etapas para el ensayo de HTTP de forma 






Preparación de la solución  madre 
Aclimatar muestras y patrones 
Medir, con pipeta volumétrica,  el 
volumen de la solución  madre 
establecido.  
 
Adicionar sílica gel, 30 g por cada 
100 gr de grasa 
 
Filtrar la solución a través de un 
papel filtro 
 
Efectuar extracción según 
procedimiento de ensayo 
Pesar hasta obtener peso constante 
y obtener el peso final 
 
Efectuar cálculos 
 Resultado en mg/L 
 
Tarar y pesar vasos para obtener 
peso inicial 




 Preparación de la solución madre:  
 
Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de 
referencia mediante certificado de calibración de la balanza analítica generado 
por un laboratorio de masa y balanzas   acreditado.  
Las balanzas se usan bajo las condiciones de temperatura y humedad relativa 
controladas por termohigrometro calibrado por laboratorio de temperatura y de 
humedad acreditado. 
 
Para la preparación de la solución madre se asegura la trazabilidad del balón 
mediante una calibración hecha en el laboratorio al material volumétrico;  
usando balanza  y termopar calibrados. La solución se ajusta a una 
temperatura de 20ºC, para garantizar que se usa el balón según las 
especificaciones del fabricante. 
 
 Preparación de la solución de trabajo: 
 
Medir con pipeta volumétrica el volumen de muestra establecido: Se asegura la 
trazabilidad de la medición del volumen usando la pipeta bajo las condiciones 
descritas por el fabricante, además se cuenta con una calibración hecha en el 
laboratorio. 
 
Se asegura la trazabilidad de los balones mediante una calibración hecha en el 
laboratorio del material volumétrico, y usando las soluciones a 20 ºC 
 
 Medición del volumen de muestra: 
 
La trazabilidad de la temperatura del termóstato se tiene por calibración con 
termómetro calibrado 
 
Se asegura la trazabilidad de la medición del volumen usando la probeta bajo 
las condiciones descritas por el fabricante, además se cuenta con una 
calibración hecha en el laboratorio 
 
 Aclimatar muestras y patrones:  
 
La temperatura del termóstato es trazable debido a la calibración que se 




 Tarar y pesar vasos para obtener el peso inicial: 
 
La temperatura de la estufa es trazable debido a la calibración que se realiza, 
empleando un termopar calibrado. 
 
Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de 
referencia mediante certificado de calibración de la balanza analítica generado 
por un laboratorio de masa y balanzas   acreditado.  
 
 Pesar hasta llegar a peso constante y obtener peso final: 
Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de 
referencia mediante certificado de calibración de la balanza analítica generado 





































1. Los resultados obtenidos en la determinación HTP contenidos en diferentes 
muestras, pone de manifiesto que la extracción con un solvente orgánico es 
una alternativa y presenta una gran efectividad, las ventajas favorece la 
solubilidad del analito. La instrumentación es simple, una desventaja es que 
requiere largos tiempos de análisis y grandes cantidades de solvente y 
silica gel. 
 
2. El método soxleth 5520F utilizado para la determinación de HTP en aguas 
residuales presento precisión en la cuantificación del analito en un intervalo 
de concentración comprendido entre 15 y 1000 mg/L, con coeficiente de 
variación 5.45% valor que  proporciona evidencia de condiciones de 
reproducibilidad y que se encuentra por debajo de los criterios de 
aceptación establecidos en el LQA. 
 
3. Se estimó la Incertidumbre y la Trazabilidad del método suministrando así 
confiabilidad en las mediciones realizadas dando cumplimiento a los 
requisitos exigidos por la norma NTC-ISO/IEC 17025:2005. En su numeral 
5.4.6 y 5.6 respectivamente. 
 
Hasta el momento no existe una disposición legal que determine el valor límite 
máximo permisible de hidrocarburos totales de petróleo en cuerpos de agua 
residuales pero existe una Resolución del Ministerio de Ambiente y Desarrollo 
Sostenible que aún se encuentra en Revisión  “Por la cual se establecen los 
parámetros y los valores límites máximos permisibles en vertimientos puntuales a 
cuerpos de aguas superficiales y a sistemas de alcantarillado público, y se dictan 
otras disposiciones.” 
En esta resolución (Anexo ) los valores límites máximos permisibles de HTP de 
acuerdo con la actividad, comercial, industrial o de servicios pueden ser:  
 
- Para cuerpos de agua superficial oscilan entre 1 y 5 mg/L  
- Para Alcantarillado Público oscila entre 2,5 y 10 mg/L  
 
4. De acuerdo con los valores establecidos anteriormente podemos concluir 
que el método tiene limitaciones para ser aplicado en algunos de estos 
sitios puntuales puesto que el valor mínimo determinado en el ensayo es de 
15 mg/L. 
 
5. Este método no es adecuado para mediciones de hidrocarburos ligeros que 









1. Se recomienda desarrollar métodos analíticos para la determinación de HTP, 
más rápidos y con mayores niveles de sensibilidad que el método usado en el 
desarrollo de este trabajo. 
 
2. El análisis cuantitativo de los hidrocarburos totales del petróleo (HTP) por 
espectroscopia de infrarrojo es un método relativamente rápido para 
determinar la cantidad aproximada presente en el agua. La principal ventaja de 
la espectroscopia IR para medir (cuantitativamente) HTP es que es un método 
simple, rápido y barato. Este método presenta en ciertas ocasiones limitada 
exactitud y precisión, especialmente para muestras heterogéneas, ya que no 
da información referente a qué tipo de hidrocarburos hay en la muestra, ni a la 
presencia o ausencia de moléculas tóxicas (Weisman, 1998). 
 
3. La cromatografía de gases (CG) es una técnica que permite observar el perfil 
de contaminación de una muestra, y es capaz de diferenciar aquellos 
compuestos que provienen de la materia orgánica del agua o suelo o bien 
productos metabólicos generados durante un tratamiento. La principal ventaja 
de este tipo de método es que provee información acerca del tipo de petróleo 
en la muestra, además de su cuantificación, aunque la identificación del tipo de 
producto no es siempre sencilla (Weisman, 1998).[18] 
 
4. El método gravimétrico es recomendado para la medición de HTP provenientes 
de muestras muy aceitosas, por ejemplo que contienen hidrocarburos pesados 
o para muestras acuosas cuando el hexano es preferido como solvente (US 
EPA 821-B94-004, 1995). 
 
5. Es importante que se cuente con todo el material necesario para el desarrollo 
de nuevos métodos en el Laboratorio de Química Ambiental que favorezcan la 
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